慢性髓性白血病（CML）是首个被识别的发病与特定染色体/基因相关的肿瘤性疾病，致病基础为位于9q34上的c-ABL基因易位至22q11上BCR基因3′端，形成BCR-ABL融合基因，并形成其标志性特征的Ph染色体，即t（9；22）（q34；q11）[@b1]。Ph染色体变异易位（variant Philadelphia translocations,vPh）可见于5%\~10%的初诊CML患者，国内外均可见相关病例报道，目前其细胞及分子遗传学特征尚未明确，其对酪氨酸激酶抑制剂（TKI）疗效的影响仍存在争议。为进一步了解伴vPh初诊CML慢性期（CP）患者的细胞、分子遗传学特征及其对TKI疗效的影响，收集2012年1月至2016年6月我中心收治的804例初诊CML-CP患者临床资料，对其中伴有vPh患者进行总结，并与同期伴有典型Ph染色体的患者对比分析。

病例与方法 {#s1}
==========

一、病例资料

回顾性收集2012年1月至2016年6月于我中心就诊的CML患者资料，其中初诊行染色体核型检查且处于CP的患者804例，均符合CML诊断与分期标准[@b1]。排除正常核型患者18例、同时存在附加染色体异常患者39例、一线应用二代TKI患者12例及BCR-ABL转录本为P190患者1例（一线应用二代TKI），纳入一线应用伊马替尼（IM）且BCR-ABL转录本为P210患者735例进行分析，其中vPh组32例、典型Ph组703例。

二、标本制备及分析方法

1．细胞遗传学分析：采用R显带常规染色体核型分析和FISH法。R显带法：抽取新鲜骨髓液5\~8 ml，肝素钠抗凝，按常规方法计数、接种、培养、收获，进行R显带分析，计数分析10\~20个中期分裂象细胞，核型异常识别和描述参照《人类细胞遗传学国际命名体制（ISCN 2013）》。FISH：标本来源为新鲜骨髓制备的染色体悬液，肝素钠抗凝，预处理后加入光谱绿标记的BCR探针和光谱红标记的ABL探针，进行变性杂交、快速洗脱、复染后，用Olympus BX51荧光显微镜在DAPI/FITC/TRITC三色滤光镜激发下观察中期和间期细胞荧光杂交信号。CML患者中典型t（9；22）的BCR-ABL DCDF-FISH的信号特征为1G（绿色）1R（红色）2Y（黄色）。

2．分子学分析：采用RQ-PCR技术检测BCR-ABL转录本水平。采集外周血（标本采集量根据白细胞计数相应调整），EDTA抗凝，TRIzol试剂处理裂解红细胞获得有核细胞提取RNA，采用M-MLV或Superscript逆转录酶逆转录合成cDNA，采用探针法RQ-PCR技术检测BCR-ABL P190、P210、P230转录本水平，以ABL为内参照，结果均以国际标准化值（IS）表示，转化系数为0.81。

三、治疗方案和治疗反应评价

所有入组BCR-ABL转录本为P210的735例患者均按照CML治疗指南[@b1]一线应用IM。收集患者随访期间所行外周血细胞计数和分类检测、骨髓细胞学分析、染色体核型分析、融合基因定量检测结果等临床资料，进行血液学、细胞遗传学及分子学反应分析，并根据监测规范进行IM耐药[@b2]--[@b4]及治疗反应评价[@b5]，其中原发血液学耐药指IM治疗3个月未能达到完全血液学缓解（CHR），原发细胞遗传学耐药指IM治疗6个月未能达到部分细胞遗传学反应（PCyR）或治疗12个月未能达到主要细胞遗传学反应（MCyR）；继发耐药是指失去已经获得的CHR、细胞遗传学反应，疾病进展或出现耐药BCR-ABL激酶突变。

四、随访

采用来院复查时门诊随访与电话随访相结合的方式对患者进行随访。随访截止时间为2017年6月30日。

五、统计学处理

应用SPSS 21.0、GraphPad Prism 5.01软件进行统计学分析，正态、非正态分布的定量资料的集中趋势分别使用*x*±*s*、中位数（范围）描述，两组正态、非正态分布定量资料比较分别使用*t*检验、Wilcoxon秩和检验，两组定性资料间比较采用Pearson卡方检验、连续校正的卡方检验、Fisher精确检验，3个月时达BCR-ABL^IS^\<10%、完全细胞遗传学反应（CCyR）、主要分子学反应（MMR）计算采用Kaplan-Meier生存分析方法，CCyR、MMR、总生存（OS）、无事件生存（EFS）曲线采用Kaplan-Meier方法绘制，曲线间比较采用Log-rank检验，多因素分析采用Cox比例风险模型。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．一般资料：所有患者均随访至2017年6月，vPh组和典型Ph组患者中位随访时间分别为27（13\~65）和25（12\~66）个月，失访例数分别为0、17例（2.4%）；两组在人口统计学、初诊时相关血液学特征及诊断至IM治疗时间方面，差异均无统计学意义（*P*值均\>0.05）（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

###### Ph染色体变异易位（vPh）组与典型Ph组患者人口学特征与血液学特征比较

  人口学及血液学特征                   vPh组(32例)        典型Ph组(703例)     统计量   *P*值
  ------------------------------------ ------------------ ------------------- -------- -------
  中位年龄\[岁，*M*（范围）\]          44(21～61)         47(19～78)          0.376    0.707
  性别（例，男/女）                    21/11              405/298             0.807    0.369
  脾脏大小^a^\[cm，*M*（范围）\]       1.7(0～15.6)       1.4(0～22.5)        0.636    0.525
  HGB\[g/L,*M*（范围）\]               97(76～153)        105(64～168)        0.604    0.546
  PLT\[×10^9^/L，*M*（范围）\]         378(106～857)      356(92～1 041)      0.297    0.766
  WBC\[×10^9^/L，*M*（范围）\]         79.0(8.7～571.0)   101.0(4.9～601.0)   1.537    0.124
  Hasford评分\[例(%)\]                                                        0.379    0.705
   低                                  13(40.6)           298(42.4)                    
   中                                  15(46.9)           341(48.5)                    
   高                                  4(12.5)            64(9.1)                      
  Sokal评分\[例(%)\]                                                          0.093    0.926
   低                                  15(46.9)           303(43.1)                    
   中                                  11(34.4)           297(42.2)                    
   高                                  6(18.8)            103(14.7)                    
  诊断至IM治疗时间\[d，*M*（范围）\]   23(4～61)          27(3～106)          0.554    0.579
  随访时间\[月，*M*（范围）\]          27(13～65)         25(12～66)          0.854    0.393

注：IM：伊马替尼；^a^脾脏大小指肋缘下长度

2．染色体核型特征分析：根据染色体核型特征可将vPh分为3种类型：简单型（累及22q11与另一条非9号染色体）、复杂型（除22q11、9q34外至少累及1条染色体）与隐匿型（一部分染色体物质易位到异常的22号染色体，使原本较小的Ph染色体形态变大，不易分辨）[@b6]，本研究32例患者中3例（9.4%）为简单变异易位；29例（90.6%）复杂变异易位患者中，28例累及3条染色体，1例累及4条染色体。除9q34与22q11之外，所累及染色体及其区带有1（p31、p32、p34、q22）、2（p15、q37）、3（q23、q25）、4（q11）、5（q14）、6（p21、p22、q25）、7（p15、p12）、10（p11、q21）、11（q13、q21）、12（p12、q13、q14、q22、q24）、13（q12）、14（q11）、16（p12、q23）、17（q22、q25）、19（q13）、20（q13）、21（q22）。除8、15、18及X、Y染色体外，其余染色体均被累及，12号染色体长臂1区、2区（15.5%）及1号染色体短臂3区（12.1%）累及频率较高。

3．FISH信号类型特征分析：32例vPh患者中27例（84.4%）行FISH检测，最常见的FISH信号为2G2R1Y（20/27，74.1%）：2个绿色信号分别位于正常22号染色体和累及的第3条染色体，2个红色信号分别位于正常9号和der（9）染色体,1个黄色信号位于der（22）染色体；该信号类型的vPh可用3条染色体同时断裂并重新融合的"1-step"形成机制所解释。其次为1G1R2F（4/27，14.8%）：1个绿色信号位于正常22号染色体，1个红色信号位于正常9号染色体，1个黄色融合信号位于Ph染色体，1个黄色融合信号位于被累及的第3条染色体；该信号类型可用"2-step"机制解释：先形成典型Ph染色体，随后带有融合基因ABL-BCR的9号染色体再与第3条染色体发生易位。其他"2-step"类型可表现为3条染色体同时断裂，但BCR基因在易位至第3条染色体过程中丢失，表现为1G2R1Y（1/27，3.7%），或3条染色体同时断裂，但der（9）缺失，表现为2G1R1Y（1/27，3.7%）。1例（3.7%）患者FISH信号显示为1G1R1Y，可能涉及更为复杂"Multistep"机制。根据以上FISH信号类型可将vPh简单分为两类：简单机制型：由"1-step"机制形成的vPh（20/27，74.1%），仅涉及3个断点；复杂机制型：由"2-step"和更复杂的"Multistep"机制形成的vPh（7/27，25.9%），涉及至少4个断点。

4．TKI疗效分析：vPh组32例与典型Ph组703例患者中分别有17例（53.1%）、465例（66.1%）初诊时应用羟基脲；均一线应用IM治疗，两组中分别有9例（28.1%）、121例（17.2%）出现耐药，差异无统计学意义（*χ*^2^=2.504，*P*=0.114）；但两组原发耐药发生率差异有统计学意义（18.8%对7.4%，*χ*^2^=3.978，*P*=0.046），尤其是vPh组原发血液学耐药发生率明显高于典型Ph组（12.5%对2.4%，*χ*^2^=7.870，*P*=0.005）。两组分别有1例、6例出现严重药物不良反应，根据CML治疗指南[@b1]及患者经济和身体状况改用二代TKI。vPh与典型Ph组间、vPh组中简单机制型与复杂机制型亚组间3个月时达BCR-ABL^IS^\<10%比例及6、12、24、36、48、66个月时CCyR、MMR率比较，差异均无统计学意义（*P*值均\>0.05）（[表2](#t02){ref-type="table"}、[3](#t03){ref-type="table"}）。vPh组与典型Ph组中位达CCyR时间均为6个月；中位达MMR时间分别为18和24个月。截至随访结束，vPh组与典型Ph组分别有2例（6.3%）、29例（4.1%）出现疾病进展（*χ*^2^=0.018，*P*=0.892）。vPh组中1例死于疾病进展，1例死于脑血管意外；典型Ph组中4例死于疾病进展，2例死于allo-HSCT后并发症，2例死于冠心病，1例死于车祸意外。两组间CCyR、MMR、OS及EFS曲线比较差异均无统计学意义（[图1](#figure1){ref-type="fig"}、[2](#figure2){ref-type="fig"}）。通过多因素分析显示vPh的存在并不影响OS（*RR*=0.692，95%*CI* 0.393\~1.765，*P*=0.658）、EFS（*RR*=0.893，95%*CI* 0.347\~2.132，*P*=0.126）及无进展生存（*RR*=1.176，95%*CI* 0.643\~2.682，*P*=0.703）（[表4](#t04){ref-type="table"}）。

###### Ph染色体变异易位（vPh）组与典型Ph组治疗反应比较\[例（%）\]

  治疗反应                  vPh组(32组)   典型Ph组(703组)   *χ*^2^值   *P*值
  ------------------------- ------------- ----------------- ---------- -------
  3个月时BCR-ABL^IS^\<10%   25(78.1)      503(71.6)         0.654      0.419
  CCyR                                                                 
   6个月                    18(56.3)      456(63.7)         0.992      0.319
   12个月                   23(71.9)      496(70.6)         0.026      0.873
   24个月                   28(87.5)      566(80.5)         0.964      0.326
   36个月                   28(87.5)      572(81.4)         0.768      0.381
   48个月                   28(87.5)      574(81.7)         0.707      0.401
   66个月                   28(87.5)      574(81.7)         0.707      0.401
  MMR                                                                  
   6个月                    4(12.5)       128(18.2)         0.677      0.411
   12个月                   12(37.5)      219(31.2)         0.572      0.449
   24个月                   17(53.1)      349(49.6)         0.148      0.700
   36个月                   19(59.4)      358(50.9)         0.875      0.350
   48个月                   19(59.4)      359(51.1)         0.846      0.358
   66个月                   19(59.4)      359(51.1)         0.846      0.358

注：CCyR：完全细胞遗传学反应；MMR：主要分子学反应

###### 简单机制型与复杂机制型患者治疗反应比较

  治疗反应                简单机制(20例)   复杂机制（7例）   *P*值
  ----------------------- ---------------- ----------------- -------
  3月时BCR-ABL^IS^\<10%   14(70.0)         6(85.7)           0.633
  CCyR                                                       
   6个月                  12(60.0)         4(57.1)           0.999
   12个月                 15(75.0)         4(57.1)           0.633
   24个月                 18(90.0)         5(71.4)           0.269
   36个月                 18(90.0)         5(71.4)           0.269
   48个月                 18(90.0)         5(71.4)           0.269
   66个月                 18(90.0)         5(71.4)           0.269
  MMR                                                        
   6个月                  2(10.0)          2(28.6)           0.269
   12个月                 8(40.0)          3(42.9)           0.999
   24个月                 12(60.0)         3(42.9)           0.662
   36个月                 13(65.0)         3(42.9)           0.391
   48个月                 13(65.0)         3(42.9)           0.391
   66个月                 13(65.0)         3(42.9)           0.391

注：CCyR：完全细胞遗传学反应；MMR：主要分子学反应

![Ph染色体变异易位（vPh）组与典型Ph组患者完全细胞遗传学反应（CCyR）率（A）、主要分子学反应（MMR）率（B）比较](cjh-39-03-212-g001){#figure1}

![Ph染色体变异易位（vPh）组与典型Ph组患者无事件生存（A）、总生存（B）比较](cjh-39-03-212-g002){#figure2}

###### 不同风险因素对慢性髓性白血病慢性期患者长期生存影响的多因素分析

  风险因素                     总生存                无事件生存   无进展生存                                          
  ---------------------------- --------------------- ------------ --------------------- ------- --------------------- -------
  Ph染色体变异易位             0.692(0.339～1.765)   0.658        0.893(0.347～2.132)   0.126   1.176(0.643～2.682)   0.703
  Sokal评分高危                1.683(1.119～3.248)   0.037        1.089(0.747～2.385)   0.145   1.524(1.037～2.874)   0.046
  外周血嗜碱性粒细胞比例≥10%   1.826(1.275～3.496)   0.024        1.128(0.832～2.354)   0.276   1.374(1.056～2.749)   0.043
  3个月时BCR-ABL^IS^\<10%      0.049(0.214～0.712)   \<0.001      0.342(0.182～0.897)   0.037   0.376(0.133～0.843)   0.016
  6个月时获CCyR                0.517(0.283～0.895)   0.023        0.639(0.342～1.255)   0.526   0.436(0.298～0.924)   0.447
  12月时获MMR                  0.431(0.187～0.858)   0.036        0.349(0.166～0.718)   0.013   0.544(0.216～0.938)   0.045

注：CCyR:完全细胞遗传学反应；MMR：主要分子学反应

讨论 {#s3}
====

在初诊CML患者中，vPh发生率为5%\~10%[@b7]，本研究中vPh发生率为4.71%（37/786），稍低于文献报道，考虑所收集初诊CML患者尤其是早期患者并非均行FISH检查，有可能出现变异易位漏诊。现有的多数关于vPh的研究并未排除诸多混杂因素的影响[@b7]--[@b10]，如疾病所处的状态及其他附加染色体异常的存在，CML疾病进展（包括加速期和急变期）本就存在遗传克隆的不稳定性，变异易位只是其中一种表现形式；目前多数的研究证实其他附加染色体异常与CML疾病进展及TKI疗效均有较大相关性[@b11]--[@b12]；因此为明确vPh对CML-CP患者TKI疗效的影响，本研究选取初诊CML-CP患者并排除其他附加染色体异常、不同的一线治疗药物、不同的BCR-ABL转录本对患者的影响。

根据染色体核型特征vPh可分为简单型、复杂型与隐匿型，32例vPh患者中简单型3例、复杂型29例，除8、15、18及X、Y染色体外，其余染色体均被累及，且累及频率与染色体长度并不成正比，这与之前研究结果一致[@b13]；有学者认为，在vPh中所有染色体均可被累及，vPh所累及的染色体具有一定的随机性，即使是同一染色体，断点也少有一致，并无重现性异常[@b14]。但Verma等[@b15]认为，vPh所累及染色体断点大多与癌基因位点相关，也有学者推测断裂区域存在与疾病相关的基因[@b13]。本研究结果显示，12号染色体长臂1区、2区（15.5%）及1号染色体短臂3区（12.1%）累及频率较高，且综合对比本研究与其他相关研究[@b7]--[@b8],[@b16]结果可见相似的集中趋势，不能排除这些区段疾病相关基因存在的可能，但想要证实这一推论，仍需更多的统计学数据及进一步功能与分子克隆研究。

由于Ph染色体的易位，导致常规的染色体检测对部分CML患者难以确诊，FISH作为一种分子遗传学技术，不仅能够对CML确诊提供可靠证据，并且从不同的FISH信号类型中还可推断出vPh形成机制，已经成为CML诊断、疗效检测的重要手段。vPh目前较公认的发生机制主要有以下两种：①" 1-step"机制：9、22号与额外的至少1条染色体同时发生断裂及易位融合，发生率为73.0%\~83.3%；②"2-step"机制：9、22号染色体先发生易位，之后der（9）再与额外的至少1条染色体发生相互易位，发生率为16.7%\~19.5%[@b17]--[@b18]。本研究vPh的FISH信号类型以"1-step"机制形成的2G2R1Y为主，与之前研究结果一致。有研究结果表明，不同的易位发生机制对TKI治疗反应无影响[@b19]，但也有学者对仅累及3个断点与累及4个及以上断点的vPh进行分层研究，结果显示后者与更高的急变率与更差的预后相关[@b8]。本研究根据vPh形成的机制分类，简单机制型与复杂机制型患者间的TKI疗效差异并无统计学意义。

本次回顾性研究中vPh组与典型Ph组的人口学特征及初始的血液学特征间比较差异均无统计学意义。两组中位随访时间分别为27（13\~65）、25（12\~66）个月。vPh组具有较高的IM原发耐药发生率（*χ*^2^=3.978，*P*=0.046），尤其是原发血液学耐药发生率（*χ*^2^=7.870，*P*=0.005），差异有统计学意义，但改用二代TIK后能较快获得深层次反应。vPh组与典型Ph组、简单机制型与复杂机制型亚组之间在3个月时达BCR-ABL^IS^\<10%比例，6、12、24、36、48、66个月时CCyR、MMR率方面差异均无统计学意义，vPh与典型Ph两组间CCyR、MMR、EFS及OS曲线比较差异无统计学意义，多因素分析结果也显示vPh的存在并不影响OS、EFS及无进展生存。两组间TKI疗效虽差异无统计学意义，但总体vPh组反应率稍高于Ph组，这可能与vPh组治疗患者更加积极的治疗态度相关，这从典型Ph组更高的失访率（2.4%）中可以看出。因此我们认为，伴有vPh的CML-CP患者，具有与典型Ph患者相似的人口学、血液学特征，vPh的存在并未对CML-CP患者TKI的长期疗效产生不利影响。

目前大多研究证实复杂vPh与疾病进展无明显相关性，因此欧洲白血病网推荐vPh出现不必视为需"警惕"的信号。但其对TKI治疗反应的影响，目前仍存在一定争议。Stagno等[@b10]研究表明CML-CP患者伴有复杂vPh与伴有典型Ph组相比TKI疗效较差，所以认为vPh的复杂变异易位可能与更高的遗传不稳定性及不良的临床预后相关。而Marzocchi等[@b7]的研究显示伴有复杂vPh CML慢性期早期患者IM治疗效果及预后与典型Ph组患者差异无统计学意义。我们的结果显示，vPh的出现，并未给CML-CP患者TKI治疗反应带来显著影响，只要维持较稳定的遗传学及分子学水平，伴vPh患者具有与伴典型Ph患者相似的TKI疗效及长期生存，但由于vPh组病例数较少且随访时间较短，该结果有待进一步研究证实。

总之，伴vPh CML-CP患者与伴典型Ph患者具有相似的人口学特征及血液学特征；除9、22号染色体外，vPh累及12q、1p频率较高；FISH信号类型以"1-step"机制形成的2G2R1Y为主，不同的形成机制对TKI疗效并无影响；vPh与较高的IM原发耐药率尤其是血液学原发耐药率相关，但换用二代TKI后患者能迅速获得深层次分子学反应，并不影响长期疗效。
